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1. 要約  
 
背景 
 抗菌薬耐性菌は、各種細菌の発育が抑制される最小発育阻止濃度  (minimum 
inhibitory concentration: MIC) と細菌が完全に死滅する耐性菌出現阻止濃度 
(mutant  prevention  concentration: MPC) に挟まれた耐性菌選択濃度域  (mutant 
selection windows: MSW) において選択されやすい。しかしながら、MSW を消毒
薬に応用した報告はない。本研究は、黄色ブドウ球菌および緑膿菌に対する各
種消毒薬の MSW を決定し、臨床使用される消毒薬濃度との関連性および消毒
薬抵抗の獲得を検討した。 
方法 
東北地方の 13 病院から提供された、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌
(methicillin-resistant Staphylococcus aureus: MRSA) 30 株を含む黄色ブドウ球菌 60
株および多剤耐性緑膿菌  (multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa: MDRP) 2
株を含む緑膿菌 30 株を対象とした。クロルヘキシジングルコン酸塩、塩化ベン
ザルコニウムおよび次亜塩素酸ナトリウムの 3 種類の消毒薬の MSW を検討し、
臨床使用濃度ごとに評価した。 
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結果 
クロルヘキシジングルコン酸塩の臨床使用濃度である 0.1-0.5% の場合、全て
の黄色ブドウ球菌は消毒・殺菌が可能である。しかし、クロルヘキシジングルコ
ン酸塩の臨床使用濃度である 0.1% では、MDRP 2株を含む緑膿菌 20株 (66.7%) 
が MSW で生残した。また、臨床使用濃度の 0.1-0.2% 塩化ベンザルコニウムは、
全ての黄色ブドウ球菌を殺菌できたが、0.1%濃度では緑膿菌 30株 (100%)、0.2%
濃度では緑膿菌 16 株 (57.1%) および MDRP 1 株 (50%) が MSW に含まれた。
さらに、日本における次亜塩素酸ナトリウムの推奨使用濃度  (0.02-0.05%) では、
全ての対象菌株が MSW に生存し殺菌されなかった。 
結論 
本研究において、クロルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザルコニウ
ムの臨床使用濃度では、一部の緑膿菌が殺菌されないことが示された。さらに、
次亜塩素酸ナトリウムの臨床使用濃度では、全ての黄色ブドウ球菌および緑膿
菌が MSW に生残することから、低濃度使用による抵抗性菌が出現する可能性
がある。 
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2. 研究背景  
 
メチシリン感受性黄色ブドウ球菌  (methicillin-susceptible S. aureus: MSSA)は
医療関連感染症の原因菌として多く 1-3)、特に各種抗菌薬に耐性を示すメチシリ
ン耐性黄色ブドウ球菌 (methicillin-resistant Staphylococcus aureus: MRSA) は、敗
血症、感染性心内膜炎および皮膚・軟部組織感染症を引き起こし 4)、治療に難渋
することが多い 5, 6)。同様に、緑膿菌も院内感染の原因菌として知られている 7, 
8)。近年では、カルバペネム系、キノロン系およびアミノグリコシド系に同時に
耐性を示す多剤耐性緑膿菌 (multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa: MDRP) 
が出現し、注意が必要である 9)。こうした薬剤耐性菌の院内感染対策として、標
準予防策および接触感染予防策が実施されているが、院内環境表面の汚染菌を
消毒殺菌することが最も重要である 10)。2008 年に消毒薬抵抗性セラチア菌に汚
染された、0.005%クロルヘキシジン含侵綿および 50%イソプロパノール酒精綿
による院内感染死亡例が報告された 11, 12)。また、国内の大学病院において経食
道エコーの消毒が不十分であったことから、MDRP の院内感染死亡例も報告さ
れている 9)。 
現在、医療施設にて使用される消毒薬は約 30 種類である 13-15)が、環境表面お
よび医療処置などで主に臨床使用される消毒薬は、エタノール、クロルヘキシ
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ジン、塩化ベンザルコニウムおよび次亜塩素酸ナトリウムである。これらのう
ち、エタノールを除く消毒薬の世界各国における推奨使用濃度を  Table 1 に示
す。各消毒薬において、生体と環境消毒に用いる濃度が異なっているが、特に、
次亜塩素酸ナトリウムは、点状角膜症および甲状腺腫 16)、皮膚炎および発疹等
17)の副作用が生じることから、生体には環境より低い濃度で使用されている。ア
メリカでは環境消毒に  0.525-0.615% が推奨されているが、ブリーチバスには
1/100 の濃度である 0.005% が使用されている。 
消毒薬抵抗性を示す細菌の報告は、1984 年にオーストラリアで塩化ベンザル
コニウム抵抗黄色ブドウ球菌が報告 18)されて以後、日本およびヨーロッパなど
からクロルヘキシジンや塩化ベンザルコニウム抵抗性の MRSA が報告されてい
る 19, 20)。また、これらの消毒薬に抵抗性を示すグラム陰性菌の報告も散見 21-23)
され、欧州、香港および日本などの医療施設で問題になっている 24-26)。しかし
ながら、次亜塩素酸ナトリウムに抵抗性を示す細菌の報告はほとんどなく、バ
イオフィルム形成菌において殺菌力が低下することが報告されている 27, 28)。 
消毒薬の抵抗性メカニズムは、ホルムアルデヒド耐性菌にみられるホルムア
ルデヒドデヒドロゲナーゼの産生 29)や防腐剤として用いられるイソチアゾロン
を細菌内に取り込む porin の減少 30)が知られている。また、黄色ブドウ球菌に
は、クロルヘキシジンおよび塩化ベンザルコニウムを菌体内から排出する薬剤
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排出ポンプが存在する 31, 32)。この排出ポンプには、プラスミド性に伝達する
qacA/B や  smr 遺伝子が知られており、これらの保有や過剰発現により消毒薬
に抵抗性を示すことが知られている 31, 32)。さらに、エリスロマイシン、トリメ
トプリムおよびアミノグリコシド系抗菌薬の耐性遺伝子と qacA/B 遺伝子は、同
一のプラスミド上に確認されていることから、qacA/B 遺伝子の保有は抗菌薬耐
性にも関与している 25, 33)。この qacA/B を保有する MRSA は、欧州で高頻度
(42%) に分離され 24)、台湾 34)などでも分離頻度は高い。一方、smr 陽性 MRSA 
は、米国で約 40%の分離頻度と報告されている 35)。 
緑膿菌の消毒薬抵抗メカニズムは、mexAB などがコードする薬剤排出ポンプ
の高発現が指摘されている 23, 36)。この mexAB は、各種薬剤の自然耐性および細
菌の代謝に関与することから染色体上にコードされているため、全ての緑膿菌
がこれらの消毒薬に抵抗性を獲得する可能性がある。クロルヘキシジンおよび
塩化ベンザルコニウムなどの低水準消毒薬は、細菌の薬剤排出ポンプによる作
用で抵抗性を示すことが知られているので、こうした消毒薬の不適切な使用は
避けなければならない。 
消毒薬の抗微生物効果は最小発育阻止濃度 (minimum inhibitory concentration: 
MIC) および最小殺菌濃度 (minimal bactericidal concentration: MBC) で評価され
ている。海外では一般に、米国試験材料協会  (American Society for Testing and 
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Materials: ASTM) および欧州規格  (European Standards: EN) が定める殺菌効果
試験が採用されているが、これらは浮遊細菌に対する評価法である。一方、抗菌
薬は、MIC 値から治療効果を予測する基準値としてブレイクポイントが設定さ
れている 37)。さらに、抗菌薬は、薬物動態学と薬力学  (Pharmacokinetics: PK-
Pharmacodynamics: PD) 理論に基づき病原菌を減少させるために有効な濃度域
が設定されている。また、耐性菌が選択されない臨床使用濃度が検討されてお
り、耐性菌出現阻止濃度 (mutant prevention concentration: MPC) を超える抗菌薬
濃度で投与する必要がある。この MPC と MIC に挟まれた濃度域が耐性菌選択
濃度域 (mutant selection windows: MSW) であり、MSW に生残する菌株は耐性変
異株として検出されることが明らかになっている。このように、抗菌薬の適正
使用により耐性菌出現を抑制する検討はされているが、MSW の概念を消毒薬に
適用した考え方は、これまで検討されていない。本研究は、薬剤耐性菌が選択さ
れる MSW を消毒薬に応用し、臨床で使用される消毒薬濃度と抵抗性菌の関連
性を明らかにするものである。 
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3. 研究目的  
 
本研究の目的は、医療関連感染症を引き起こす代表的な細菌である黄色ブド
ウ球菌および緑膿菌における消毒薬の MSW を決定し、抵抗性の獲得機序およ
び臨床推奨濃度の妥当性を明らかにすることである。薬剤の MSW に発育する
菌株は耐性変異株として選択されるが、消毒薬の MSW に関する報告はないこ
とから、消毒薬抵抗性菌の新しい知見になると考えられる。また、薬剤排出ポン
プをコードする黄色ブドウ球菌の qacA/B および smr 遺伝子の分離頻度や発現
量、緑膿菌の mexAB が消毒薬抵抗に関与する検討は東北地方で行われていない
ことから、東北地方の病院から収集された検体を解析することにも意義がある。 
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4. 研究方法  
 
(1) 対象菌株 
 2012 年に東北地方の総合病院 13 施設から分離された MSSA 169 株、MRSA 
101 株、緑膿菌 167 株および MDRP 2 株を東北感染症研究会より分与頂いた。
これらの菌株のうち、全ての病院から異なる時期および患者から提供された
MSSA 30 株、MRSA 30 株、緑膿菌 28 株および MDRP 2 株を無作為に抽出した
菌株を対象とした。MDRP の定義は、感染症法における耐性基準を採用しイミ
ペネム: ≥16 µg/mL、シプロフロキサシン: ≥4 µg/mL、アミカシン: ≥32 µg/mL の
3剤に耐性を示した株とした。黄色ブドウ球菌の検体由来は、喀痰: 29株  (48%)、
血液: 7 株 (12%)、尿: 3 株 (5%) 、IVH/CV: 3 株 (5%)、その他 (ドレーン、膣等): 
18 株 (30%)であった。緑膿菌は、尿: 10 株 (33.3%)、喀痰: 9 株 (30%)、ドレー
ン: 2 株 (6.7%)、鼻腔: 2 株 (6.7%)、その他 (血液、カテーテル、創傷等): 7 株 
(23.3%) の検体由来であった。 
  
(2) 薬剤感受性試験 
米国臨床検査標準協会 (Clinical and Laboratory Standards Institute：CLSI) の微
量液体希釈法を参考に、消毒薬および抗菌薬の MIC を測定した 38)。消毒薬とし
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て、クロルヘキシジングルコン酸塩  (Hibitane®, Sumitomo Dainippon Pharma 
Co.,Ltd., Osaka) および塩化ベンザルコニウム  (Osvan® Disinfectant 10%, Nihon 
Pharmaceutical Co.,Ltd., Tokyo) 、次亜塩素酸ナトリウム  (Milton, KYORIN 
Pharmaceutical Co.,Ltd., Tokyo) の 3 剤を使用した。また、黄色ブドウ球菌に対す
る抗菌薬の薬剤感受性試験は、オキサシリン、スルバクタム/アンピシリン、メ
ロペネム、シプロフロキサシン、ゲンタマイシン、バンコマイシン、リネゾリド、
ミノサイクリンの 8 薬剤を用いた。緑膿菌に対しては、タゾバクタム/ピペラシ
リン、セフタジジム、ドリペネム、メロペネム、イミペネム/シラスタチン、シ
プロフロキサシン、アミカシン、コリスチンの 8 薬剤を使用した。抗菌薬の薬
剤感受性は、CLSI 推奨のブレイクポイントに基づいて耐性分類した 38)。また、
黄色ブドウ球菌に対するスルバクタム/アンピシリンはペニシリンのブレイクポ
イントを参考にし、メロペネムは ≥8 µg/mL を耐性とした。精度管理株には、黄
色ブドウ球菌 ATCC®29213、緑膿菌 ATCC®27853 を用いた。 
 
(3) 黄色ブドウ球菌に対する消毒薬抵抗性遺伝子の検出 
黄色ブドウ球菌のゲノム DNA は、Insta-Gene Matrix (Bio Rad, Japan) を用いて
抽出した。黄色ブドウ球菌 60 株に対して Taq polymerase (Takara, Tokyo) を用い
て PCR 法を行い、qacA/B および smr 遺伝子を検出した。これらの遺伝子を検
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出するために用いたプライマーの  qacA/B および  smr の塩基配列を  Table 2 
に示した。PCR 条件は、熱変性: 96°C-3 分後に、25 サイクルの熱変性: 94°C-30
秒、アニーリング: 55°C-30 秒および伸長反応: 72°C-1 分後に、伸長反応を 72℃-
5 分実施した。PCR 産物は、1.5%アガロースゲル電気泳動にて確認した。 
 
(4) 耐性菌選択濃度域 (mutant selection window: MSW) の決定 
各種消毒薬の MSW を決定するために、先行研究を参考に MPC を検討した 39-
41)。すなわち、対象菌株を TSA 培地 (Becton Dickinson and Compant, Tokyo) に
37°C 12 時間培養し、>1011 CFU/mL の菌液を調整した。この菌液を 1-4096 µg/mL
の各種消毒薬を含有した MHA 培地 (Eiken chemical Co.,ltd., Tokyo) に 100 µL
ずつ接種し、37°C 48-72 時間培養を行った。MPC 判定には、発育を阻止した最
小濃度を  MPC とした 42)。各菌株に対する消毒薬の 90%タイル  MIC および 
MPC を、各々 MIC90 および MPC90 と表す。また、MSW90 は MPC90 と MIC90 
に挟まれた範囲とし、MSW を  MPC/MIC とすることで消毒薬濃度の幅を表現
した。 
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(5) 消毒薬抵抗性に関与する遺伝子の相対発現量比較および消毒薬 MIC 変化
の確認 
1) qacA/B および smr 遺伝子陽性黄色ブドウ球菌 
黄色ブドウ球菌の消毒薬抵抗性遺伝子が検出された  qacA/B 保有 MRSA 4
株および smr 保有の異なる MRSA 3 株を対象とした。各種消毒薬の  MSW に
生残した  qacA/B および  smr 保有株に対して排出ポンプをコードする 
qacA/B および smr の mRNA の発現量を測定した。すなわち、TRI Reagent® 
solution LS (Cosmo bio Co., Ltd., Tokyo) を用いて、Total RNA を抽出し、RNA
濃度は  BioSpec-nano (SHIMADZU CORPORATION, Kyoto) にて確認した。
Real-time quantitative reverse transcription-PCR (real-time RT-qPCR) 法を用いて、
mRNA の発現量を  CFX connect (Bio Rad, Japan) および  iTaqTM Universal 
SYBR® Green One-Step kit (Bio Rad, Japan) を用いて相対定量比較した。qacA/B
および  smr 遺伝子の発現量解析に用いたプライマーは、各々  RT qacA/B お
よび RT smr を用い、その塩基配列を Table 2 に示した。また、相対的発現量
解析は、内部コントロールとして pyk 遺伝子を用いて補正し 43)、親株を 1 と
した相対値で算出した。この遺伝子検出には、pyk プライマーを使用した  
(Table 2)。また、消毒薬の MSW に生残した qacA/B および smr 保有株に対し
て、各種消毒薬の薬剤感受性を測定し、MIC 変化を確認した。 
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2) 消毒薬の耐性菌選択濃度域 (MSW) 生残緑膿菌 
各種消毒薬の MSW に生残した緑膿菌に対して、その MIC を確認した。
MIC 変化が認められた 5 株を無作為に抽出し、緑膿菌の各種 MSW 負荷株
に対する mexAB の発現量を測定した。この遺伝子をコードする mRNA の発
現量解析は、qacA/B および smr 遺伝子の発現解析方法と同様とし、内部コ
ントロールに PSD7 を使用した 44)。これらの解析に用いたプライマーである
mexAB および PSD7 の塩基配列を Table 2 に示した。また、消毒薬の MSW 
に生残した緑膿菌に対して、各消毒薬の薬剤感受性を測定し MIC の変化を確
認した。 
 
(6) 各種消毒薬の薬剤耐性変異株 (MSW) 生残株における発育阻止および完
全殺菌 
各種消毒薬の MSW に生残した黄色ブドウ球菌および緑膿菌に対する発育阻
止率と完全殺菌率を算出した。発育阻止率は、臨床で使用される各種消毒薬の
濃度において発育が阻止される割合、すなわち MIC 値を上回る場合とした。ま
た、完全殺菌率は、消毒薬の使用濃度が MSW 生残株を含む対象菌株を殺菌する
割合と定義した。 
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(7) 各種消毒薬の薬剤耐性変異株 (MSW) 生残株における殺菌能 
 クロルヘキシジングルコン酸塩: >1024 μg/mL、塩化ベンザルコニウム: >1024 
μg/mL および次亜塩素酸ナトリウム: >2048 μg/mL の MSW に生残した菌株を対
象に殺菌能を評価した。すなわち、クロルヘキシジンの MSW に生残した緑膿菌
5 株および MDRP 1 株、塩化ベンザルコニウムに生残の緑膿菌  14 株および
MDRP 2 株、次亜塩素酸ナトリウムに生残した MSSA 5 株、MRSA 8 株、緑膿菌 
7株および MDRP 2株を対象菌株とした。これらの菌株を、各々0.1% (1000 μg/mL) 
クロルヘキシジングルコン酸塩、0.1% (1000 μg/mL) 塩化ベンザルコニウムまた
は 0.02% (200 μg/mL) 次亜塩素酸ナトリウムに 5.0×107 CFU/mL に調整した菌液
を 接種し、0.1 h および 12 h 培養後に細菌数を計測した。培養温度は 37°C と
した。  
 
(8) 統計学的解析 
qacA/B および smr 遺伝子陰性 MRSA 群に対し、qacA/B 陽性 MRSA 群、ま
たは smr 陽性 MRSA 群における抗菌薬耐性率をフィッシャーの正確確率検定に
て解析した。統計学的有意差は、p <0.05 をもって有意差ありと判定した。  
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(9) 倫理的配慮 
本研究は、臨床分離株を使用しているが、匿名化することで個人の特定が不可
能である。また、厚生労働省の「疫学研究に関する倫理指針」に則り、「分離さ
れた微生物そのものの分析等を行うのみで提供者の健康に関する事業を研究対
象としない場合は指針の対象外になる」と明記されており、本研究は疫学研究
に関する倫理指針の対象外である。 
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5. 研究結果  
 
(1) 消毒薬および抗菌薬の薬剤感受性試験 
黄色ブドウ球菌に対する各消毒薬および各抗菌薬の MIC 値を Table 3a に示す。 
MRSA に対するクロルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザルコニウム、
次亜塩素酸ナトリウムの MIC range は、各々に 0.5-2 µg/mL、1-4 µg/mL、128-512 
µg/mL であった。また、MSSA における各々の MIC range は、MRSA のそれと
同様であった。一方、バンコマイシンの MIC が 2 µg/mL を示す株が、MRSA で
は 4 株 (13.3%)、MSSA では 2 株 (6.7%) 検出され、メロペネム耐性 (MIC: ≥8 
µg/mL) を示した株は MRSA 18 株 (60%) であった。また、MRSA の 83.3% (25
株) は、シプロフロキサシン耐性 (MIC: ≥8 µg/mL)を示した。  
緑膿菌に対する消毒薬の MIC range は、クロルヘキシジングルコン酸塩: 4-32 
µg/mL、塩化ベンザルコニウム: 32-256 µg/mL、次亜塩素酸ナトリウム: 256-512 
µg/mL であった (Table 3b)。クロルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザル
コニウムの MIC は、黄色ブドウ球菌より緑膿菌が高い傾向にあった。しかし、
次亜塩素酸ナトリウムの MIC は、菌種を問わずに同程度であった。緑膿菌に対
するタゾバクタム/ピペラシリン耐性 (MIC: ≥128/4 µg/mL) は  8 株 (26.7%) で
あり、メロペネム耐性 (MIC: ≥8 µg/mL)  11 株 (36.7%) およびシプロフロキサ
16 
 
シン耐性 (MIC: ≥4 µg/mL) 15 株 (50%)、アミカシン耐性 (MIC: ≥64 µg/mL) 2 株 
(6.6%) であった。 
 
(2) 黄色ブドウ球菌の qacA/B および smr 遺伝子のスクリーニング 
黄色ブドウ球菌 60 株中 7 株 (11.7%) に消毒薬抵抗性遺伝子の qacA/B または
smrが検出された。これら 7株は、全てMRSAだった。その内訳は、4株が qacA/B、
異なる 3 株が smr 陽性株であった (Fig. 1)。qacA/B 検出株の検体由来は、喀痰 2
検体、膿、血液であり、smr 検出株は、全て喀痰であった。 
 
(3) MRSA における消毒薬抵抗遺伝子と抗菌薬耐性 
MRSA における消毒薬抵抗性遺伝子の有無による抗菌薬の耐性率を  Table 4 
に示した。抗菌薬の耐性率は、CLSI38)および本研究にて定義した耐性基準に基
づいて qacA/B 陽性 MRSA、smr 陽性 MRSA、これらの遺伝子を保有しない MRSA
ごとに決定した。smr 陽性 MRSA に対するシプロフロキサシン耐性 0/3 株 (0%)
は、qacA/B および smr 遺伝子陰性 MRSA 21/23 株 (91.3%) と比べて有意な相関
がみられた (p <0.05)。また、有意な差は見られなかったが、qacA/B 陽性 MRSA 
4 株の全ては、メロペネムおよびシプロフロキサシンに耐性であった。  
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(4) 消毒薬抵抗性に関わる遺伝子の相対発現量比較 
1) MRSA 
各種消毒薬の MSW に生残した qacA/B陽性 MRSA 4 株および smr 陽性 MRSA 
3 株の相対発現量比較および MIC 変化を Table 5a に示す。クロルヘキシジン
グルコン酸塩の MIC 上昇が認められた  qacA/B 陽性 MRSA 2 株および smr 
陽性 MRSA 3 株の mRNA 発現量は、各々に、2.47-5.30 倍、4.06-6.28 倍であっ
た。また、塩化ベンザルコニウムの MIC 上昇が認められた smr 陽性 MRSA    
3 株の mRNA 発現量は、3.41-5.09 倍の発現を示した。一方、qacA/B 陽性株お
よび smr 陽性株に対する次亜塩素酸ナトリウム負荷による mRNA 発現量は、
変化が認められなかった。 
2) 緑膿菌 
各種消毒薬の MSW に生残した緑膿菌に対して MIC 変化が認められた 5 株
を無作為に抽出した。これらの菌株の mexAB の相対発現量と MIC 変化を
Table 5b に示した (P-k22 および P-k28 は MDRP)。クロルヘキシジングルコン
酸塩の MIC 上昇が認められた P-s13 株および P-k28 株の mexAB 発現量は、
各々に、2.12 倍、1.83 倍であった。塩化ベンザルコニウムの MIC 上昇が認め
られない緑膿菌 1 株は、mexAB の発現量が 1.37 倍であったが、他の 4 株は 2
倍以上に高発現していた。一方、次亜塩素酸ナトリウムの MSW 生残緑膿菌は、
18 
 
MIC 変化に関係なく 2 倍以下の mexAB 発現を示していた。 
 
(5) 消毒薬の耐性菌選択濃度域 (MSW) 
各種消毒薬の MSW を Fig. 2 に示す。MSSA と MRSA に対する MPC90 は、ク
ロルヘキシジングルコン酸塩が 128/256 µg/mL であり、塩化ベンザルコニウム
がともに 128 µg/mL であった。また、緑膿菌に対するクロルヘキシジングルコ
ン酸塩および塩化ベンザルコニウムの MPC90 は、ともに 2048 µg/mL を示し、
MSSA と MRSA より高い値を示した。一方、次亜塩素酸ナトリウムの MPC90
は、3 菌種ともに 3072 µg/mL であり、3 つの消毒剤の中で最も高かった。全て
の対象菌株に対する消毒薬の MSW90 は、クロルヘキシジングルコン酸塩: 32-
128、塩化ベンザルコニウム: 32-64、次亜塩素酸ナトリウム 6 であった。MSW90
は菌種間によらずクロルヘキシジングルコン酸塩が最も広く、次亜塩素酸ナト
リウムが最も狭い値を示した。 
 
(6) 各種消毒薬の環境消毒における推奨濃度と耐性菌選択濃度域 (MSW) の
関連性 
対象菌株における各種消毒薬の MIC および MPC の分布と日本での推奨使用
濃度を示した (Fig. 3)。MSSA および MRSA 全ての株に対するクロルヘキシジ
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ングルコン酸塩の MPC は、推奨使用濃度 0.1-0.5%を下回っていた(Fig. 3-A)。し
かし、クロルヘキシジングルコン酸塩の推奨濃度 0.1 %MSW 内に含まれる緑膿
菌が 18 株 (64.3%) および MDRP が 2 株  (100%) 確認された。また、塩化ベン
ザルコニウムの推奨使用濃度である 0.2% を超える MPC を示した緑膿菌が 12
株 (42.9%) と MDRP 2 株 (100%) があった (Fig. 3-B)。最後に、次亜塩素酸ナト
リウムの推奨使用濃度である 0.02-0.05%は、その MSW に全ての株が含まれて
いた (Fig. 3-C)。 
 Table 6 に対象菌株に対する各種消毒薬の発育阻止率および完全殺菌率を示
した。0.5%クロルヘキシジングルコン酸塩は、全ての菌株が完全殺菌された。
しかし、0.1%クロルヘキシジングルコン酸塩では、緑膿菌の完全殺菌率はわず
か 35.7%であり、MDRP は全て殺菌されなかった。また、塩化ベンザルコニウム
も、0.1%では緑膿菌に対する完全殺菌率は 0%であり、0.2%濃度においても 0-
57.1%であった。次亜塩素酸ナトリウムでは、0.02%濃度では両菌種の発育をほ
とんど阻止できず、0.05%濃度でも黄色ブドウ球菌が 23.3-40%、緑膿菌では 50-
57.1%の発育阻止率であった。さらに、0.02%および 0.05%次亜塩素酸ナトリウ
ムでは、両菌種の完全殺菌率は 0%だった。 
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(7) 各種消毒薬の耐性菌選択濃度域 (MSW) 生残株に対する殺菌能 
各消毒薬の濃度が MSW の範囲内で生残した株に対し、消毒薬ごとの殺菌能
を示した (Fig. 4)。0.1%クロルヘキシジングルコン酸塩の殺菌能は、MDRP は検
出限界値以下であったが、緑膿菌では 0.1 h および 12 h で殺菌されないことが
示された。また、塩化ベンザルコニウムの MSW に生残した MDRP を含む緑膿
菌は、殺菌時間 0.1 h で 102 CFU/mL 程度の減少を示し、12 h で 106 CFU/mL 程
度まで減少させたが全ての細菌を殺菌することは出来なかった。0.02%次亜塩素
酸ナトリウムの殺菌能は、全ての対象菌株において 0.1 h で 104 CFU/mL 程度が
殺菌されたが、12 h 後には 105-106 CFU/mL まで増殖を示した。 
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6. 考察  
 
黄色ブドウ球菌における代表的な消毒薬抵抗メカニズムは、薬剤排出ポンプ
をコードする qacA/B および smr 遺伝子の保有である。これらの薬剤排出ポンプ
は、クロルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザルコニウムの抵抗性に関
与している 33, 45)。地域間や病院間において、qacA/B および smr 遺伝子の保有状
況は異なっているが 35)、我々の検討では、qacA/B 遺伝子は MRSA のみに認め
られ、MSSA から検出されなかった。また、smr 遺伝子も MRSA のみに検出さ
れた。これらの排出ポンプをコードする smr 遺伝子は、qacA/B 遺伝子と比較す
ると薬剤排出能力が低いと考えられている 46)。しかし、本研究は smr 遺伝子保
有株に対するクロルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザルコニウム負荷
により、その MIC は上昇を示した。また、本検討で qacA/B および smr 遺伝子
を両方保有した菌株は確認されなかったが、これら 2 つの遺伝子が同時に存在
する株では、より高い MIC を示すことが報告されている 34, 47)。 
今回の検討において、qacA/B 陽性 MRSA 4 株中の 2 株は、クロルヘキシジン
グルコン酸塩負荷により、その MIC が上昇した。一方、smr 陽性 MRSA 株は、
クロルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザルコニウム負荷により MIC が
2-8 倍に上昇した。しかしながら、qacA/B 陽性 MRSA 株に対する次亜塩素酸ナ
22 
 
トリウムの MSW 生残株は、必ずしも MIC の上昇を示していない。すなわち、
qacA/B 遺伝子の高発現によりクロルヘキシジングルコン酸塩の抵抗性が上昇し、
smr 遺伝子の高発現はクロルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザルコニ
ウムの抵抗性を増大させた。しかしながら、次亜塩素酸ナトリウムの MSW 生残
qacA/B または smr 陽性 MRSA は、これらの遺伝子発現が増加していない。す
なわち、次亜塩素酸ナトリウムは qacA/B または smr 遺伝子の発現には関与し
ないことが示唆された。 
緑膿菌の消毒薬抵抗性は、エフラックスポンプと呼ばれる薬剤排出ポンプの
作用と考えられており、クロルヘキシジングルコン酸塩は mexCD を高発現させ
ることが報告されている 48)。しかしながら、本研究においてクロルヘキシジン
グルコン酸塩は緑膿菌の mexAB の発現量も増加させることが示された。また、
本研究で用いた塩化ベンザルコニウムおよび次亜塩素酸ナトリウムが排出され
る薬剤排出ポンプの報告は見当たらないが、塩化ベンザルコニウムの MSW 生
残緑膿菌は、その MIC 上昇とともに mexAB の相対発現量を上昇させた。すな
わち、塩化ベンザルコニウムは mexAB がコードするエフラックスポンプからも
排出されている。しかしながら、本研究では、次亜塩素酸ナトリウムは緑膿菌の
mexAB の発現に関与しなかった。次亜塩素酸ナトリウムは、細菌の細胞壁や細
胞質膜への酸化作用による透過性の変化、解糖系 TCA サイクルに関与する酵素
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の破壊、核酸 (DNA、RNA) 破壊により殺菌効果を示す 28) 。特に、次亜塩素酸  
(HOCl) が強力な酸化剤として働き、受動拡散により細胞壁と形質膜を透過し、
細胞質および形質膜に存在する酵素や核酸を破壊することで瞬時に殺菌される。
しかしながら、細菌は HOCl を不活化する物質を産生しないことから、次亜塩素
酸ナトリウム MSW 生残株は、菌体内の HOCl を排出もしくは分解する異なる
機構または他の排出ポンプの作用で抵抗性を獲得すると考えられる。  
これまで、黄色ブドウ球菌と同じグラム陽性菌であるビフィドバクテリウム
属に対する次亜塩素酸ナトリウムの MIC range は、16-2048 µg/mL であると報告
されている 49)が、次亜塩素酸ナトリウム抵抗に関する報告の多くは、細菌がバ
イオフィルムの形成を伴う場合に限ったものである 27)。黄色ブドウ球菌および
緑膿菌を含む病原性細菌を 1.1%次亜塩素酸ナトリウム (ミルトン®) の 80 倍希
釈液である 137.5 µg/mL で殺菌でき 50)、副作用である皮膚炎や発疹等を予防す
るために、日本での次亜塩素酸ナトリウムの臨床使用濃度は 0.02-0.05% (200-500 
µg/mL) であると考えられる。しかしながら、我々の検討において、次亜塩素酸
ナトリウムの MSW 生残株に対する、その MIC が 256-1024 µg/mL を示したこと
から、日本での臨床使用濃度では、殺菌されない可能性が示唆された。環境中の
消毒には、海外で用いられている 0.4-0.5%濃度の次亜塩素酸ナトリウムを使用
することが必要である。 
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次亜塩素酸ナトリウムは、世界中で最も使用されている消毒薬である。しか
し、次亜塩素酸ナトリウムは、揮発や血液、タンパク質などの有機物により、容
易に失活されることが知られている。近年、有機物で不活化されにくい次亜塩
素酸 (HOCl) を含む Multi-purpose disinfectant cleaner RUBYSTA® が発売され、
感染制御に重要な役割を果たしている。次亜塩素酸ナトリウムがノロウイルス
およびロタウイルスに死滅効果を示すことから、医療施設や介護施設では、環
境消毒に汎用されている。実際にスコットランドの病院で環境消毒薬を次亜塩
素酸ナトリウムに変更したところ、院内の MRSA 検出率が低下したと報告され
た 51)。また近年では、黄色ブドウ球菌による中等症および重症のアトピー性皮
膚炎患者に次亜塩素酸ナトリウム入浴  (ブリーチバス) を用いた治療が行われ
ている 54, 55)。Infectious Diseases Society of America guidelines (IDSA)で推奨され
るブリーチバスは、50 µg/mL の濃度が推奨されており 54)、熱傷患者の MRSA 感
染症治療では 250 µg/mL の濃度で実施されることもある 55)。このように次亜塩
素酸ナトリウムは、環境消毒薬のみならず感染症治療の補助としても使用され
るようになった。一般に、黄色ブドウ球菌に対する次亜塩素酸ナトリウムの MIC
は 500 µg/mL である 27)。我々の検討でも黄色ブドウ球菌に対する次亜塩素酸ナ
トリウムの MIC50 が 512 µg/mL であったが、MPC50 は 2048 µg/mL であった。薬
剤耐性株は、抗菌薬等の MPC 以下の低濃度暴露により選択されることが知られ
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ている。現行のブリーチバスが長期に及ぶ場合、抵抗性株が選択されることが
考えられるが、週 2 回の実施であることから抵抗性獲得に影響しないかもしれ
ない。また、次亜塩素酸ナトリウムはサイトカインを減少させ 56)、皮膚炎の治
療に効果を示すことから抵抗性化に注視しながら治療を行うことが必要だろう。 
qacA/B 遺伝子は、β-lactamase 産生遺伝子が存在する pSK1 プラスミド上に存
在し、アミカシン 57)やゲンタマイシン 24, 58)などの抗菌薬耐性にも関係している。
我々の検討でも、既報告と同様に qacA/B 陽性 MRSA 全てがゲンタマイシン耐
性であった。また、ゲンタマイシン耐性  MRSA は、クロルヘキシジンの MIC も
高くなるとされている 58)。 
smr 陽性株は、シプロフロキサシンの耐性率が高いと報告されている 35)。し
かしながら、本検討における smr 陽性 MRSA は、シプロフロキサシン感受性お
よびメロペネム感受性を示していた。シプロフロキサシン耐性は、その抗菌薬
の暴露歴により耐性化傾向を示す 35, 59)。我々の検討における smr 陽性 MRSA は、
全て小児由来株であったことから、抗菌薬暴露が無いと考えられる。smr 陽性株
のシプロフロキサシン耐性率が高い原因の一つに、抗菌薬暴露後にプラスミド
性の smr 遺伝子を獲得していると予測される。すなわち、smr 遺伝子による抗菌
薬耐性と、抗菌薬暴露による耐性獲得の相乗効果で黄色ブドウ球菌は抗菌薬耐
性を獲得すると示唆される。このような消毒薬の抵抗性獲得は、MRSA や MDRP
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などの耐性菌を選択する可能性があることから問題となっている 21, 26, 36)。今後
は、病原性細菌の消毒薬抵抗性のみではなく、抗菌薬耐性との関連性も明らか
にする研究が必要である。 
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7. 結論  
 
消毒薬の適正使用は、汚染した微生物を殺滅し、かつ抵抗性化を抑制する濃
度で使用することである。本研究は、クロルヘキシジングルコン酸塩および塩
化ベンザルコニウムの臨床使用濃度で、一部の緑膿菌が殺菌されないことを示
した。さらに、臨床使用されている 0.05%次亜塩素酸ナトリウムは、MSW に生
存する黄色ブドウ球菌および緑膿菌を殺菌できないことが考えられる。次亜塩
素酸ナトリウムは、病院・施設内の環境消毒において、0.4-0.5%の高濃度使用を
することが推奨される。 
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8. 研究の限界  
  
本研究は、細菌用培地の MHA を用いていることから、その有機物により次亜
塩素酸ナトリウムの殺菌作用を示す塩素が失活していることが予想される。培
地中の塩素濃度を測定することは困難であり、塩素は時間経過とともに失活す
る性質を持つ。しかし、黄色ブドウ球菌および緑膿菌に対する次亜塩素酸ナト
リウムの MIC や MPC として測定されていることから、発育阻止や殺菌できる
濃度の一つの指標となる。このように研究の限界はあるものの、本研究は次亜
塩素酸ナトリウム抵抗性の黄色ブドウ球菌および緑膿菌、臨床使用濃度のクロ
ルヘキシジングルコン酸塩および塩化ベンザルコニウム抵抗性の緑膿菌が検出
されたことは事実である。消毒液による確実な殺菌をするためには、対象微生
物や使用場所ごとに消毒薬の種類や高濃度使用を検討していくことが必要であ
ると考えられた。 
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11. 図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 MRSA における消毒薬抵抗遺伝子のアガロースゲル電気泳動  
1-4: qacA/B, 5-7: smr, 8: ネガティブコントロール, M: サイズマーカー. 
点線は, 写真の切り取り部分を示す. 
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Fig. 2 黄色ブドウ球菌と緑膿菌に対する各消毒薬の耐性菌選択濃度域  (MSW) 
CHG: クロルヘキシジングルコン酸塩, BZC: 塩化ベンザルコニウム,  
NaClO: 次亜塩素酸ナトリウム. 
( ◦ ): MPC
90
, ( • ) : MIC
90
, ( ↕ ): MSW
90
. MSW
90 
は、MPC
90
 と MIC
90
で挟まれ
た濃度域. 
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Fig. 3 日本における環境消毒薬の推奨使用濃度と耐性菌選択濃度域  (MSW) の
関連性 
(A) クロルヘキシジン, (B) 塩化ベンザルコニウム, (C) 次亜塩素酸ナトリウム.  
グレーの部分が各消毒薬の推奨使用濃度を示す. 
( • ): MPC, ( ◦ ): MIC. 
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Fig. 4 耐性菌選択濃度域 (MSW) 生残株に対する殺菌能  
対象菌株とした各消毒薬の MSW 生残株は、クロルヘキシジン: 緑膿菌 5 株と MDRP 
1 株、塩化ベンザルコニウム: 緑膿菌 14 株と MDRP 2 株、次亜塩素酸ナトリウム: 
MSSA 5 株、MRSA 8 株、緑膿菌 7 株と MDRP 2 株である. 
CHG: クロルヘキシジングルコン酸塩, BZC: 塩化ベンザルコニウム,  
NaClO; 次亜塩素酸ナトリウム.  
破線は、検出限界値を示す. 
(A): 0.1 h 培養後, (B): 12 h 培養後. 
(□): MSSA, (  ): MRSA, (  ): 緑膿菌, (■): MDRP, nt: not tested. 
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